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1ZVLECEK

Virus pahljacavosti listov vinske trte (GFLV) povzroca bolezen imenovano kuZno izrojevanje
vinske trte, ki je razSirjena po vsej Evropi. Bolezenska znamenja se kaZejo kot krajSanje
medélenkov, dvojna odesa, bifurkacije, zraslost vitic, cik-cak rast, kloroze v obliki lis ali pik,
rumenenje listov, zmanj$ano §tevilo in velikost socvetij ter osipanje in zmanjSanje jagod.
Kuzno izrojevanje vinske trte lahko zmanj$a pridelek grozdja tudi za 80%. Klasi¢ni nacin
omejevanja firjenja virusa temelji na testiranju trsov v okviru zdravstvene selekcije klonov in
uporabi neokuZenega sadilnega materiala. Ena od novejsih moZnosti pa je uporaba transgene
vinske trte, odporne na GFLV. Evropski projekt TRANSVIR se ukvarja z znanstvenimi
vpraganji v zvezi z varstvom okolja v primeru uporabe gensko spremenjene vinske trte,
odporne na razli¢ne viruse vinske trte ter gensko spremenjenih sliv, odpornih na virus Sarke.
Ukvarja se z oceno tveganja v okolju, s poljskimi poskusi ter primerjavo ocene rekombinacij
med gensko spremenjenimi in konvencionalnimi rastlinami. Projekt TRANSVIR je namenjen
za znanstveno podporo organom Evropske skupnosti pri sprejemanju regulatornih odlo€itev
za uporabo na viruse odpornih gensko spremenjenih rastlin v kmetijstvu. Nacionalni institut
za biologijo in Oddelek za agronomijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani sta
vkljuéena v projekt TRANSVIR z raziskavami bioti¢ne raznovrstnosti GFLV v Sloveniji, na
podlagi analize raznolikosti gena 2C (gen za pladéni protein). Raziskave bioticne
raznovrstnosti GFLV v Sloveniji na podlagi analize raznolikosti genov 2A in 2B (gen za
gibalni protein) pa potekajo v okviru temeljnega raziskovalnega projekta, ki ga izvajata
Nacionalni institut za biologijo in Politehnika Nova Gorica. V raziskave so vkljudeni trsi
razli¢énih sort iz vinogradov na razli¢nih lokacijah na Primorskem. Podatki o raznolikosti
genoma GFLV so osnova za sklepanje na pogostost mutacij in rekombinacij med razli¢ki
virusa v naravi ter osnova za oceno varnosti uporabe gensko spremenjenih rastlin z vnesenim
genom za pla§éni protein.

Kljudne besede: biologka raznovrstnost, GFLV, vinska trta, virus pahljaCavosti listov vinske

trte, Vitis vinifera
ABSTRACT

BIOTICAL DIVERSITY OF GRAPEVINE FANLEAF VIRUS (GFLYV)

Grapevine fanleaf virus (GFLV) is the causal agent of the grapevine fanleaf degradation, a
dangerous disease widespread in all grapevine growing areas in Europe. The disease symptoms are
short internodes, double nodes, bifurcations, fasciations of tendrils, zigzag growth, chromatic
alterations of the leaves in form of rings or spots, yellowing of the Ileaves,
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smaller and fewer bunches, and smaller and unevenly developed berries. Fanleaf degradation
can cause up to 80% loss in yield. Classical control measures to prevent a spread of the
disease are testing of vines during sanitary selection of clones, and a use of healthy planting
material. One of the new possibilities is the introduction of transgenic grapevines resistant to
GFLV.

European project TRANSVIR is addressing scientific questions to key environmental safety
issues on the release of virus-resistant transgenic grapevines bearing transgenic resistance to
several different grapevine viruses, and transgenic plums resistant to plum pox virus. It is
dealing with field assessment of environmental risks and comparative evaluation of
recombination in transgenic vs. conventional crops. The project will assist European
Community authorities in taking scientifically-based regulatory decisions for the proper
deployment of virus-resistant transgenic crops. National Institute of Biology and Department
of Agronomy, Biotechnical Faculty, University of Ljubljana, are participating in the
TRANSVIR project with the research on diversity of 2C gene (coat protein gene) in natural
populations of GFLV virus in Slovenia. A research on the diversity of 2A and 2B genes
(movement protein gene) in natural populations of GFLV virus in Slovenia is conducted in
the frame of basic research project carried out by National Institute of Biology and Nova
Gorica Polytechnic. Several cultivars of grapevine from vineyards in different locations of
Primorska are included in the research. Data obtained on GFLV genome diversity will serve
to predict the frequency of mutations and recombination between natural populations of
GFLV. Furthermore, these data will be used to preview the interaction between natural virus
populations and a viral transgene, as risk assessment in case of introduction of transgenic
grapevine resistant to GFLV.
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1. UVOD

Virus pahljacavosti listov vinske trte ali Grapevine fanleaf virus (GFLV) spada med
Nepoviruse v druzino Comoviridae. Virusni delci so izometri¢ne oblike s premerom 30 nm.
Genom sestavljajo 3 enoverizne molekule RNA: RNA1, RNA2 in RNA3. Plas¢ni protein je
polipeptid z molekulsko maso 54 kDa (Serghini ef al., 1990; Van Regenmortel et al., 2000).
GFLV okuzuje rastline iz rodu Vitis, druge rastlinske vrste pa v naravi zelo redko. Na vinski
trti povzro¢a bolezen imenovano kuzZno izrojevanje vinske trte, ki je razSirjena po vsem svetu,
kjer gojijo vinsko trto. Literatura navaja razli¢na bolezenska znamenja.

Na listih se bolezenska znamenja izraZajo kot deformirani listi, nenormalna razporeditev
primarnih Zil (glavne Zile so razporejene bolj vzporedno v obliki pahijade), pahljacavost
listov, asimetri¢ni listi (listni polovici nista enakomerno razviti), nepravilna nazobdanost,
poglobljene stranske zareze, Siroko odprti sinusi ob listnem peclju, sinusi na listih skoraj
izginejo, listi podobne oblike kot pri peter$ilju, kloroze Zil, kloroze medzilnih prostorov v
obliki rumenih pik, obrogev ali ért, rumenenje listov, manj$a velikost listov, nagubani listi,
zvijanje listov in redCenje listov. Na poganjkih so opazili bolezenska znamenja kot so
deformirani poganjki, nenormalno razvejanje poganjkov (vilicasta rast), nasproti lezeca ocesa,
kratki med¢lenki, dvojni €lenki, zraslost poganjkov, ploscata stebla, cik-cak rast in rumenenje
poganjkov. Prihaja tudi do rumenenja vitic, razbrazdanja lubja in razbrazdanja lesa. Cvetenje
je lahko moteno, opazili so manj$e cvetne nastavke in rumenenje socvetij. Na grozdih se
‘bolezenska znamenja izrazajo kot majhne jagode, majhni grozdi, odpadanje jagod takoj po
cvetenju, osipavanje grozda, redkejsi grozdi (na grozdu ostane le nekaj debelih in nekaj zelo
drobnih jagod), nepravilno zorenje, slabo obarvanje grozda, jagode brez semen, majhen
pridelek in slaba kvaliteta pridelka. Sorte vinske trte so razli¢no ob¢utljive na okuzbo z
GFLV. Pri tolerantnih sortah ni vpliva na pridelek, pri zelo obgutljivih sortah pa lahko kuzno
izrojevanje vinske trte zmanj$a pridelek grozdja tudi za 80%. Trsi imajo grmast videz, hitreje
propadajo in imajo kraj§o Zivljenjsko dobo (BlazZina, 1992; Grapevine fanleaf virus, 1970,
Pearson in Goheen, 1998).
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Glede na bolezenska znamenja, ki jih povzrodajo, je bilo opisanih ve¢ razlickov GFLV
(Grapevine fanleaf virus, 1970):

e  Razli¢ek pahljaavosti listov (Fanleaf strain) povzro¢a deformacije listov, kloroze,
Siroko odprte sinuse ob listnem peclju, poglobljene stranske zareze, poudarjene Zile
na listih, prekomerno rast stranskih poganjkov, nepravilnosti medélenkov in dvojne
élenke.

o  Razlicek rumenenja (Yellow mosaic strain) povzrofa zeleno-rumene mozaike
razliénih vzorcev, rumenenje listov, poganjkov in socvetij, redko pa tudi
deformacije listov.

e Razli€ek obzZilne progavosti (Veinbanding strain) povzrofa izrazite rumene ali
zeleno-rumene pasove na listih.

e  Razlicki povezani z razbrazdanjem lesa (Strains associated with the wood pitting
disease)

¢ Razlicki povezani z enacijsko boleznijo (Strains associated with the enation
disease).

GFLV se prena$a z okuZenim sadilnim materialom in z ogor€ico Xiphinema index. Cohn in
sodelavci so objavili, da je prenasalec tudi Xiphinema italiae (Cohn et al., 1970), Cesar pa
kasnejSe raziskave niso nikoli potrdile, vsekakor pa je v naravi verjetno Xiphinema index
dale¢ bolj uspeSen prenaSalec od Xiphinema italiae. Xiphimema index prenaSa GFLV s
hranjenjem na koreninah okuZene rastline in nato s hranjenjem na koreninah zdrave rastline.
Za prenos virusa zadostuje Ze eno samo hranjenje na okuzZeni rastlini. Xiphinema index lahko
prenese virus na zdravo rastlino do 8 mesecev po hranjenju na okuzeni rastlini. Ogor€ice $irijo
virus po vinogradu s hitrostjo do 1.5 m na leto (Andret-Link er al., 2004; Grapevine fanleaf
virus, 1970; Pearson in Goheen, 1998).

Klasi¢ni nacini omejevanja $irjenja virusa so:

e  Testiranje trsov v okviru zdravstvene selekcije klonov in uporaba neokuZenega
sadilnega materiala.

e Vzgoja zdravega sadilnega materiala s termoterapijo in tkivno kulturo meristema.

e  Zatiranje prenaSalcev. V vzpostavljenih vinogradih je zatiranje ogoréic tezko
izvedljivo. Zelo pomembna pa je priprava zemlje pred nasaditvijo vinograda.
Potreben je doloéen ¢as, dokler iz zemlje ne izginejo vsi ostanki okuZenih korenin
in dodatnih 8 mesecev, da ogoréice prenehajo biti prenaSalci GFLV. Med tem
¢asom je zelo pomembno zatiranje plevelov, kot potencialnega izvora virusne
okuzbe. MozZno je tudi zatiranje ogorCic s kemicnimi sredstvi, vendar je to v niZjih
plasteh zemlje neudinkovito (Pearson in Goheen, 1998).

e  NavzkriZzno varstvo z drugimi virusi. Narejeni so bili poskusi navzkriZznega varstva
s serolo$ko sorodnima virusoma GFLV in ArMV (Huss et al., 1989).

e Vzgoja odpornih podlag na GFLV in Xiphinemae index. Odporne so nekatere sorte
Vitis vinifera in nekatere divje vrste iz rodov Vitis in Muscadinia, ki so jih uporabili
za vzgojo novih podlag (Pearson in Goheen, 1998).

Novej$a moZnost pa je uporaba gensko spremenjenih rastlin vinske trte, odpornih na GFLV.
Obstaja nekaj podlag odpornih na GFLV, ki imajo vnesen gen za plad¢ni protein GFLV
(Krastanova et al., 1995; Mauro et al., 1995; Xue ef al., 1999; Vigne et al., 2003). Odpornost
temelji na v rastlinski genom vstavljenem genu za pla§€ni protein GFLV (2C gen).

2. MATERIALI IN METODE

V raziskavah smo se osredotoéili na raznolikost GFLV v razli¢nih trsih iste sorte v istem
vinogradu, razli¢nih sortah v istem vinogradu in isti sorti v razli¢nih vinogradih, poleg tega pa
smo Zeleli zajeti kar najvejo naravno raznolikost GFLV in €asovni potek pojavljanja
razliénih genotipskih variant GFLV.

Za raziskave raznolikosti GFLV smo izbrali 115 trsov 19 starih slovenskih sort, 82 trsov sorte
Refosk in 30 trsov drugih sort v kolekcijskem vinogradu v LoZah, selekcijskem vinogradu v
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Komnu, kolekcijskem vinogradu v Malinkovcih, vinogradu v Dutovljah, v ampelaografskem
vrtu v Kromberku in petih vinogradih v Vrhpolju.

Bioti&no raznovrstnost GFLV smo raziskovali na nivoju nukleinskih kislin in na biotiénem
nivoju. Za oceno raznovrstnosti na nivoju nukleinskih kislin smo uporabili metodo lovljenja
virusa na protitelesa, obratno transkripcijo, verizno reakcijo s polimerazo in metodo
polimorfizma dolZin restrikcijskih fragmentov, ocena na bioti¢nem nivoju pa je temeljila na
osnovi bolezenskih znamen,;.

3. REZULTATI IN RAZPRAVA

Bioti¢no raznovrstnost GFLV na nivoju nukleinskih kislin smo raziskovali na treh genih,
genih 2A, 2B in 2C, katerih zapisi se nahajajo na RNA2. Po verizni reakciji s polimerazo in
rezanju dobljenih fragmentov z restrikcijskimi encimi smo dobili veliko Stevilo restrikcijskih
vzorcev, iz Sesar lahko sklepamo na veliko §tevilo genotipskih variant GFLV v naravnih
populacijah. Stevilo razliénih restrikcijskih vzorcev se je med posameznimi geni precej
razlikovalo, kar kaZe na razlicno variabilnost posameznih genov. Stevilo razliénih
restrikcijskih vzorcev je bilo najvegje pri genu 2C in najmanjde pri genu 2B. Variabilnost
posameznega gena je verjetno odvisna od njegove vloge, kar je povezano z $e dopustno mero
sprememb pri {emer se ohrani funkcionalnost.

Pri nekaterih vzorcih se je pojavil kompleksen vzorec rezanja, njegov vzrok je bila okuzba
posameznega trsa z ve¢ kot eno genotipsko varianto GFLV. OkuZba posameznega trsa z ved
genotipskimi variantami GFLV omogo¢a rekombinacije med genotipskimi variantami virusa
v naravi. V nadaljevanju raziskav bioti¢ne raznovrstnosti GFLV na nivoju nukleinskih kislin
naértujemo dolo€anje nukleotidnega zaporedja, na podlagi ¢esar bomo najbrz lahko sklepali
na pogostost mutacij in rekombinacij v naravni populaciji GFLV.

Pri sklepanju na pogostost mutacij in rekombinacij med razlicki virusa v naravi je zelo
pomembno, da poznamo nadin okuzbe posameznih trsov. Zato smo v sodelovanju s
Kmetijskim institutom Slovenije opravili analize na zastopanost ogor€ice Xiphinema index v 5
izbranih vinogradih. Omenjeno ogor¢ico smo nagli v dveh analiziranih vinogradih.

Za oceno bioti¢ne raznovrstnosti GFLV na bioti€em nivoju smo popisali bolezenska znamenja
na vseh izbranih trsih. Oceno biotiéne raznovrstnosti GFLV na biotiénem nivoju in natan¢no
opredelitev, katera genotipska varianta povzroa doloena bolezenska znamenja, oteZuje
dejstvo, da je veliko 3tevilo trsov poleg z GFLV okuZenih $e z drugimi virusi. Vse trse, ki
smo jih vkljucili v poskus, smo z ELISA testom analizirali na 10 virusov: GFLV, GFkV,
ArMV, GLRaV1, GLRaV2, GLRaV3, GLRaV6, GVA, GVB in GRSPaV. Za zagotovitev &im
vedje zanesljivosti rezultatov nalrtujemo $e eno ponovitev analiz z ELISA testom na vseh 10
virusov.

4. SKLEPI

V skladu z evropsko zakonodajo je pred dajanjem gensko spremenjenih rastlin na trg potrebno
pridobiti ustrezno dovoljenje. Pogoj za pridobitev dovoljenja je med drugim izvedba Stevilnih
raziskav in izdelava ustreznih dokumentov, med katerimi je eden glavnih ocena tveganja. Eno
glavnih vpradanj pri oceni tveganja gensko spremenjenih rastlin odpornih na viruse z
vstavljenim virusnim genom je vpradanje rekombinacije med transkriptom virusnega gena
vstavljenega v rastlino in RNA naravnih populacij virusov.

Evropski projekt TRANSVIR se ukvarja z znanstvenimi vprasanji v zvezi z varstvom okolja v
primeru uporabe gensko spremenjenih rastlin vinske trte, odpomih na razli¢ne viruse vinske
trte, in gensko spremenjenih sliv, odpornih na virus §arke. Ukvarja se z oceno tveganja v
okolju, s poljskimi poskusi ter primerjavo ocene rekombinacij med gensko spremenjenimi in
konvencionalnimi rastlinami. Projekt TRANSVIR je namenjen za znanstveno podporo
oblastem Evropske skupnosti pri sprejemanju regulatornih odlo€itev za uporabo na viruse
odpornih gensko spremenjenih rastlin v kmetijstvu.
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Nacionalni indtitut za biologijo in Oddelek za agronomijo Biotehniske fakultete Univerze v
Ljubljani sta vkljugena v projekt TRANSVIR z raziskavami bioti¢ne raznovrstnosti GFLV v
Sloveniji na podlagi analize raznolikosti gena za plas€ni protein (2C gen).

Raziskave smo raz§irili $e na analize raznolikosti 2A gena in 2B gena v okviru temeljnega
raziskovalnega projekta, ki ga izvajata Nacionalni inStitut za biologijo in Politehnika Nova
Gorica. Podatki o raznolikosti genoma GFLV so osnova za sklepanje na pogostost mutacij in
rekombinacij med razli¢ki virusa v naravi ter osnova za oceno nevarnosti pri uporabi gensko
spremenjenih rastlin zaradi interakcije med naravnimi populacijami GFLV in vnesenim
genom za pla§éni protein.

5.ZAHVALA

Raziskave so potekale v okviru evropskega projekta 5. okvirnega programa Ocena okoljskega
vpliva transgene vinske trte in sliv na raznolikost in dinamiko populacij virusov —
TRANSVIR in v okviru temeljnega raziskovalnega projekta Bioti¢na razli¢nost dveh virusov
vinske trte in njihov pomen za rastline. Za sodelovanje pri raziskavah se zahvaljujemo
sodelavcem iz Kmetijskega inStituta Slovenije, Kmetijske zadruge v Komnu, Trsnice v
Vrhpolju in lastnikom vinogradov.
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